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ABSTRACT  
Sponge is one of the marine life that contain bioactive compounds are prospective for development in a variety of 
purposes as a raw material for medicine, cosmetics, pesticides and other foodstuffs. Isolation and identification of 
secondary metabolites from dichloromethane extract of sponge Petrossian alfiani from Barrang Lompo’s island, Makassar, 
South Sulawesi has been done. Isolation techniques performed using maceration method, partition and vacuum column 
chromatography. A compound obtained as 128,1 mg of white needle-shaped crystals which have a melting point of 136-
138 °C is known as β-sitosterol compounds. Antioxsidant testing with DPPH, β-sitosterol compounds are not active as an 
antioxidant with IC50 value of 372.23 mg/mL. Although, it was also found three isolates named with B, C and D that based 
on the phytochemical test is known that these three classes of terpenoid compounds . 
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PENDAHULUAN 
 
Laut dapat dipandang sebagai gudang zat kimia 
yang amat besar, karena   di dalamnya hidup jutaan biota 
laut yang sesungguhnya merupakan pabrik zat kimia yang 
paling canggih di atas bumi ini. Banyak sekali zat kimia 
berupa biomolekul yang diproduksi melalui “biosintesis” 
oleh organisme laut yang tidak dapat disintesis di 
laboratorium secara “in-vitro”. Semua biomolekul tersebut 
dihasilkan oleh organisme bukan secara kebetulan dan 
tidak tanpa tujuan, melainkan diciptakan secara teratur 
dan bermakna bagi kelangsungan hidup organisme 
dimuka bumi ini, termasuk manusia (Usman dkk., 2014). 
Biota laut merupakan sumber daya alam yang 
melimpah di muka bumi ini dan memiliki potensi sebagai 
sumber bahan bioaktif yang prospektif untuk 
dikembangkan dalam berbagai keperluan, yakni sebagai 
bahan baku obat, kosmetik dan bahan pangan lainnya 
(Trianto dkk., 2004).  
Spons merupakan salah satu biota laut yang 
banyak  ditemukan di terumbu karang yang mempunyai 
potensi bioaktif yang belum banyak dimanfaatkan. Hewan 
laut ini mengandung senyawa aktif yang pada umumnya 
persentase keaktifannya lebih besar dibandingkan dengan 
senyawa-senyawa serupa yang dihasilkan oleh tumbuhan 
darat (Muniarsih dan Rachmaniar, 2005). 
Beberapa tahun terakhir, terlihat adanya 
kecenderungan penelitian yang semakin besar terhadap 
spons, karena ditemukan banyak manfaat dari senyawa 
bahan alam yang dikandungnya dan memiliki nilai 
ekonomi yang tinggi. Telah dilaporkan bahwa ekstrak dari 
spons mengandung berbagai senyawa bioaktif yang 
diketahui mempunyai bioaktivitas sitotoksik dan 
antitumor (Kobayashi dan Rachmaniar, 1999), antivirus 
(Munro dkk., 1987), anti HIV dan antiinflamasi, antifungi 
(Muliani dkk., 1998), antileukimia (Soediro, 1999), 
penghambat aktivitas enzim (Soest and Braekman, 1999). 
Genus Petrosia adalah salah satu kelompok spons 
yang memiliki beragam senyawa bioaktif, antara lain 
asam kortikatat sebagai antijamur dari spons Petrosia 
cortikata (Soediro, 1999), sedangkan data dari Soest dan 
Braekman (1999) menemukan beberapa senyawa bioaktif 
dari famili Petrosidae diantaranya polihidroksilat asetilin, 
siklik 3-alkilpiperidin, dan siklopropenasterol. Selain itu 
beberapa senyawa aktif yang telah ditemukan dan 
dilaporkan dari genus Petrosia adalah alkaloid 
manzamine-A bersifat sitotoksik (El sayed dkk., 2001). 
Pada Petrosia sp. ditemukan senyawa poliasetilen, 
dideoxypetrosynol A yang menunjukkan aktivitas 
antitumor pada sel melanoma kulit manusia (Cho dkk., 
2004). Aktivitas antibakteri juga ditemukan pada hasil 
isolasi dari spons laut Petrosia contignata, yaitu Taraxeron 
dan D-homoandrostan (Sutedja dkk., 2005). Senyawa 
antibakteri epidioksi sterol dari spons laut Petrosia nigrans 
juga telah diisolasi dan dikarakterisasi dengan rumus 
molekul C29H48O3 dengan nama 5,8-epidioksi-24-
etilkolest-6-en-3-ol (Handayani dkk., 2011).  
Berdasarkan kajian literatur, spons Petrosia 
mengandung banyak metabolit sekunder dan umumnya 
memiliki bioaktivitas yang kuat. Oleh sebab itu, 
diperlukan penelitian yang lebih komprehensif. 
Spons Petrosia alfiani adalah spesies yang baru 
ditemukan dan endemik di kawasan perairan spermonde, 
diduga spons ini mengandung banyak metabolit sekunder 
yang berguna dan memungkinkan ditemukannya 
metabolit sekunder yang baru. Sejauh ini belum ada 
penelitian mengenai isolasi spons P. alfiani menggunakan 
pelarut diklorometana. Oleh karenanya, perlu dilakukan 
penelitian mengenai isolasi dan identifikasi kandungan 
metabolit sekunder dalam pelarut tersebut.  
Tujuan penelitian ini yaitu mengisolasi dan 
mengkarakterisasi senyawa metabolit sekunder ekstrak 
diklorometana pada spons P.  alfiani dan melakukan uji 
aktivitas antioksidan dengan menggunakan larutan DPPH   
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(1,1-diphenyl-2-picryl-hydazyl) dari senyawa metabolit 
sekunder ekstrak diklorometana pada spons P.  alfiani. 
 
METODE PENELITIAN 
 
a. Bahan Penelitian 
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian 
ini antara lain spons Petrosia alfiani, metanol teknis, n-
heksana teknis, etil asetat teknis, aseton teknis, kloroform 
p.a., diklorometana p.a., silika gel 7730, silika gel 7734, 
silika gel 7733 plat KLT, kertas saring whatman, kertas 
saring biasa, aluminium foil, tissue, akuades, CeSO4, plat 
KLT preparatif, asam asetat anhidrat, asam sulfat pekat, 
pereaksi Liberman-Burchard dan larutan DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl-hydazyl). 
 
b. Prosedur Penelitian 
1. Penyiapan dan Pengolahan Sampel 
 Sampel diambil langsung dari laut dengan 
menggunakan peralatan SCUBA. Sampel segar dicuci dan 
dibersihkan kemudian disimpan dalam plastik. Sampel 
kemudian disimpan dalam ice box sampai digunakan. 
Sebelum digunakan, sampel dikeringkan dan digerus 
terlebih dahulu. Sampel diidentifikasi taksonominya di 
Laboratorium Ilmu Lingkungan dan Kelautan Jurusan 
Biologi FMIPA UNHAS. 
 
2. Ekstraksi 
 Isolat Sampel yang telah dikeringkan kemudian 
digerus dan ditimbang bobot keringnya sebanyak 1,2 kg. 
Sampel kering kemudian dimaserasi dengan 
menggunakan metanol selama 1 × 24 jam. Maserasi 
diulangi dengan volume metanol yang sama sebanyak 3 
kali. Hasil maserasi kemudian ditampung untuk diuapkan 
menggunakan rotary evaporator.  
Ekstrak metanol hasil penguapan dipartisi dengan 
diklorometana dan selanjutnya diuapkan lagi dengan 
menggunakan evaporator. Hasil penguapan ekstrak dari 
fraksi diklorometana lalu dianalisis dengan KLT dan diuji 
aktivitasnya dengan larutan DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-
hydazyl). 
 
3. Isolasi 
Ekstrak diklorometana yang telah dikurangi 
pelarutnya kemudian dipisahkan fraksi-fraksinya dengan 
memakai kromatografi kolom. Fraksinasi dilakukan 
dengan kromatografi kolom vakum (KKV),  dengan 
menggunakan eluen n-heksana dan etil asetat dengan 
perbandingan 7:3, 6:4, 5:5, dan 4:6. Hasil fraksinasi 
dianalisis dengan KLT menggunakan eluen yang sesuai 
agar dapat menggabungkan fraksi-fraksi yang sama. 
Kromatogram yang baik ditandai dengan terpisahnya 
masing-masinng noda. Dari noda tersebut akan dihitung 
nilai Rf- nya. Senyawa murni harus menunjukkan noda 
tunggal pada tiga macam sistem eluen. 
 
4. Identifikasi 
Pada tahap ini senyawa murni yang diperoleh 
diuji kemurniannya dengan mengukur titik leleh dan juga 
analisis KLT pada tiga macam sistem eluen. Data 
spektroskopi diperoleh dengan mengukur senyawa murni 
melalui alat spektroskopi FT-IR Shimadzu. 
5. Uji Aktivitas Antioksidan 
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan 
menggunakan metode perendaman radikal bebas DPPH 
yang telah dimodifikasi. Senyawa ekstrak diklorometana 
dengan variasi konsentrasi 10 μg/mL, 20 μg/mL, 30 
μg/mL, dan  40 μg/mL, lalu masing-masing dimasukkan 
ke dalam  labu ukur 5 mL sebanyak 0,05 mL, 0,1 mL,  
0,15 mL, dan 0,2  mL. Kemudian ditambahkan 1 mL 
DPPH  0,4 mM. Volume dicukupkan sampai 5 mL dengan 
metanol, kemudian diinkubasi pada suhu 37 ᴼC selama 30 
menit selanjutnya absorbansi masing-masing larutan di 
atas diukur pada panjang gelombang maksimum 500 nm. 
Panjang gelombang maksimum ditentukan oleh kontrol. 
Perlakuan yang sama dilakukan pada asam askorbat. Hasil 
penetapan antioksidan dibandingkan dengan asam 
askorbat sebagai pembanding. Semakin banyak radikal 
DPPH yang dinetralisir ditunjukkan oleh semakin 
pudarnya warna campuran reaksi atau semakin besar 
selisih absorbansi terhadap kontrol. Adapun % aktivitas 
antioksidan ditentukan dengan menggunakan persamaan 
(Zuhra dkk., 2008): 
 
                          
                                    
                  
       
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
1. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder Ekstrak 
Diklorometana dari Spons Petrosia alfiani 
Spons yang digunakan sebagai sampel pada 
penelitian ini diambil di sekitar Pulau Barrang Lompo, 
Makassar, Sulawesi Selatan. Sampel diidentifikasi di 
Laboratorium Ilmu Lingkungan dan Kelautan, Jurusan 
Biologi FMIPA UNHAS dengan spesies Petrosia alfiani. 
Sampel yang kering sebanyak 1,2 kg dimaserasi 
menggunakan metanol menghasilkan maserat kental 
metanol. Maserat tersebut diekstraksi dengan 
perbandingan 1:2 antara volume maserat kental metanol 
dan pelarut diklorometana, diperoleh ekstrak 
diklorometana yang berupa residu berwarna coklat 
kehitaman sebanyak 24,48 gram. Selanjutnya dilakukan 
pemisahan kromatografi kolom vakum (KKV) 
menggunakan eluen n-heksana dan etil asetat dengan 
perbandingan berturut-turut 7:3, 6:4, 5:5, dan 4:6. Pada 
tahap ini diperoleh 39 fraksi, fraksi-fraksi yang memiliki 
nilai Rf yang sama digabung sehingga diperoleh 5 isolat 
(kelompok fraksi) dengan berat masing-masing 1,99 g; 
0,43 g; 0,99 g; 0,13 g dan 0,25 g. Berdasarkan berat 
masing-masing isolat mengindikasikan isolat I dan III 
yang paling prospektif untuk dianalisis lebih lanjut. 
Isolat I sebanyak 1,99 gram berbentuk jarum 
(amorf) berwarna hijau, hasil analisis KLT menunjukkan 
2 noda. Setelah direkristalisasi sebanyak 2 kali dengan 
pelarut metanol panas didapatkan kristal putih sebanyak 
128,1 mg, disebut senyawa A. Titik leleh senyawa A 
adalah 136-138°C, uji KLT dengan menggunakan tiga 
macam sistem eluen menunjukkan noda tunggal, hal 
tersebut menandakan bahwa senyawa A sudah murni. Uji 
Fitokimia senyawa A menggunakan asam asetat anhidrat 
dan H2SO4 pekat memberikan warna biru menunjukkan 
reaksi positif sebagai golongan steroid. 
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Isolat III berbentuk endapan coklat kehitaman 
sebanyak 0,99 gram diolah dengan KLT preparatif 
menggunakan eluen 10% EtOAc dan 90% n-heksana. 
Berdasarkan kromatogram hasil analisis KLT dari isolat 
tersebut, diperoleh beberapa noda yang terlihat pada 
lampu UV-shortwave dan UV-longwave yang 
menghasilkan 5 isolat utama yaitu III1-III5. 
Isolat III1 berbentuk padatan bening yang 
menempel pada dinding vial sebanyak 35,7 mg, dilakukan 
analisis KLT menggunakan eluen EtOAc dan n-heksana 
dengan perbandingan 9:1. Hasil analisis KLT terhadap 
isolat III1 menunjukkan noda tunggal  terlihat pada lampu 
UV-shortwave dan UV-longwave, selanjutnya isolat III1 
dinyatakan sebagai senyawa B. Uji fitokimia  terhadap 
senyawa B dengan penambahan asam asetat anhidrat dan 
H2SO4 pekat memberikan warna kemerahan, 
menunjukkan reaksi positif sebagai golongan terpenoid. 
Isolat III2 berbentuk padatan bening yang 
menempel pada dinding vial sebanyak 41,7 mg, dilakukan 
analisis KLT menggunakan eluen n-heksana dan EtOAc 
dengan perbandingan 9:1. Hasil analisis KLT terhadap 
isolat III2 menunjukkan noda tunggal terlihat pada lampu 
UV-longwave, yang selanjutnya isolat III2 dinyatakan 
sebagai senyawa C. Uji kemurnian senyawa C dilakukan 
melalui analisis KLT dengan menggunakan tiga macam 
sistem eluen dan noda tunggal. Uji fitokimia senyawa C 
dengan penambahan asam asetat anhidrat dan H2SO4 
pekat memberikan warna merah, menunjukkan reaksi 
positif sebagai golongan terpenoid 
Isolat III3 berbentuk padatan bening yang 
menempel pada dinding vial sebanyak 35,5 mg, dilakukan 
analisis KLT menggunakan eluen EtOAc dan n-heksana 
dengan perbandingan 9:1. Hasil analisis KLT terhadap 
isolat III3 menunjukkan noda tunggal  terlihat pada lampu 
UV-shortwave dan UV-longwave, selanjutnya isolat III3 
dinyatakan sebagai senyawa D. Uji fitokimia  terhadap 
senyawa D dengan penambahan asam asetat anhidrat dan 
H2SO4 pekat memberikan warna kemerahan, 
menunjukkan reaksi positif sebagai golongan terpenoid. 
Isolat III4 dan Isolat III5 dilakukan analisis KLT 
menggunakan eluen EtOAc dan n-heksana dengan 
perbandingan 9:1. Kromatogram hasil analisis KLT dari 
fraksi tersebut menunjukkan beberapa noda yang terlihat 
pada lampu UV-shortwave dan UV-longwave. Uji 
fitokimia terhadap isolat III4 dengan penambahan asam 
asetat anhidrat dan H2SO4 pekat memberikan warna biru 
yang menunjukkan reaksi positif sebagai golongan 
steroid. Uji fitokimia terhadap isolat III5 dengan 
penambahan asam asetat anhidrat dan H2SO4 pekat 
memberikan warna merah yang menunjukkan reaksi 
positif sebagai golongan terpenoid. Namun, kedua isolat 
tersebut memiliki jumlah yang sangat sedikit sehingga 
tidak dapat dilanjutkan ke tahap pemisahan. 
 
2. Identifikasi dan Analisis Terhadap Senyawa A 
Senyawa A sebanyak 128,1 mg berbentuk kristal 
jarum berwarna putih yang memiliki titik leleh 136-138 
°C dan diidentifikasi dengan menggunakan spektoskopi 
FT-IR Shimadzu.  
Data spektrum IR pada senyawa A 
memperlihatkan pita serapan pada daerah 3437,15 cm-1 
yang mengidentifikasikan adanya gugus O-H. Serapan 
2935,66 cm-1 dan 2868,15 cm-1 untuk C-H alifatik yang 
didukung adanya serapan pada 1463,97 cm-1. Serapan 
pada 1662,64 cm-1 untuk gugus C=C, 1377,17 cm-1 
untuk gugus C-O dan 1047,35 cm-1 merupakan 
sikloalkana. Spektrum tersebut menunjukkan kesamaan 
yang signifikan jika dibandingkan dengan spektrum IR  β-
sitosterol yang telah dilaporkan oleh Rahmayanti (2015) 
(Tabel 1). 
Tabel 1. Perbandingan Pita Serapan IR Senyawa A dan β-sitosterol   (Rahmayanti, 2015) 
No 
Pita Serapan (cm
-1
) 
Gugus Fungsi 
Senyawa  A β-sitosterol 
1 3437,15 3421,72 O-H 
2 2935,66 dan 2868,15 2958,80 dan 2866,22 C-H alifatik 
3 1662,64 1666,50 C=C 
4 1463,97 1463,97 CH2 
5 1377,17 1375,25 C-O 
6 1047,35 1055,06 Sikloalkana 
 
Kromatogram hasil analisis KLT dengan membandingkan 
senyawa A dengan β-sitosterol  menunjukkan karakter 
yang sama yakni nilai Rf dari keduanya sama begitupun 
warna noda sama (lampiran 3g). Berdasarkan penjelasan 
di atas, maka dapat dipastikan bahwa senyawa A adalah 
β-sitosterol, dengan strutur molekul sebagai berikut.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Struktur  β-sitosterol
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3. Uji Aktivitas Antioksidan  
Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan 
secara in vitro menggunakan metode perendaman radikal 
bebas 1,1-diphenyl-2-picryl-hydazyl (DPPH), analisis 
dilakukan berdasarkan metode Kubo dkk., (2002) untuk 
menentukan aktivitas antioksidan (%) dengan sedikit 
modifikasi (Prangdimurti dkk., 2006). Prinsip dari metode 
ini adalah berdasarkan pada kemampuan sampel dalam 
menangkap radikal bebas DPPH melalui donor atom 
hidrogen atau elektron. 
Uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan 
metode ini berdasarkan dari hilangnya warna ungu akibat 
tereduksinya DPPH oleh senyawa antioksidan. Intensitas 
warna dari larutan uji diukur melalui spektrofotometri 
UV-Vis 20D+ (Molyneux, 2004). 
Hasil pengukuran aktivitas antioksidan terhadap 
senyawa A dan asam askorbat sebagai pembanding pada 
masing-masing konsentrasi 10 μg/mL, 20 μg/mL, 30 
μg/mL dan 40 μg/mL dengan panjang gelombang 
maksimum 500 nm dengan absorbansi kontrol sebesar 
0,355 pada senyawa A dan  dan asam askorbat sebagai 
pembanding pada masing-masing konsentrasi 10 μg/mL,          
20 μg/mL, 30 μg/mL dan 40 μg/mL dengan panjang 
gelombang maksimum 500 nm dengan absorbansi kontrol 
sebesar 0,355 pada senyawa A dan 1,22 pada asam 
askorbat, yang dapat terlihat pada tabel 2. 
 
Tabel 2. Aktivitas Antioksidan senyawa A dan Asam 
Askorbat. 
 
No 
Konsentrasi 
(μg/mL) 
Aktivitas Antioksidan (%) 
Senyawa A 
Asam Askorbat 
(Pembanding) 
1 10 -1,41 47,87 
2 20 0,85 42,62 
3 30 3,94 47,87 
4 40 2,25 54,92 
5 50 -2,25 60,66 
Berdasarkan data aktivitas antioksidan pada tabel 
di atas, maka dapat dibuat persamaan regresi linear yang 
menyatakan hubungan antara konsentrasi larutan uji (x) 
dengan aktivitas antioksidan (y) sehingga diperoleh nilai 
IC50 yang merupakan konsentrasi larutan uji yang 
diperlukan untuk merendam DPPH sebesar 50 % 
(Molyneux, 2004). Nilai IC50 berbanding terbalik dengan 
aktivitas antioksidan pada senyawa A maupun asam 
askorbat yang artinya semakin kecil IC50 maka semakin 
besar aktivitas antioksidannya. Dari data perhitungan 
yang telah dilakukan, didapatkan data IC50 yang 
ditunjukkan pada Tabel 3. 
 
Tabel 3.  Nilai IC50 dari senyawa A dan Asam Askorbat 
 
No Larutan Uji Nilai IC50 (μg/mL) 
1 Senyawa A 372,23 
2 Asam Askorbat 2,723 
Tabel 3 diatas menunjukkan adanya aktivitas 
antioksidan yang terdapat pada senyawa A dan asam 
askorbat. Namun berdasarkan nilai IC50 yang diperoleh 
dari senyawa A mempunyai aktivitas antioksidan yang 
bersifat tidak aktif dengan nilai IC50 sebesar 372,23 
μg/mL dan asam askorbat sebagai pembanding 
mempunyai aktivitas antioksidan yang bersifat aktif 
dengan nilai IC50 sebesar 2,723 μg/mL. Suatu senyawa 
dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat apabila nilai 
IC50 kurang dari 50 μg/mL, kuat apabila nilai IC50 antara 
50-100 μg/mL, sedang apabila nilai IC50 berkisar antara 
100-150 μg/mL, dan lemah apabila nilai IC50 berkisar 
antara 150-200 μg/mL (Molyneux, 2004). Sehingga 
senyawa A ekstrak diklorometana dari spons Petrosia 
alfiani kurang berpotensi sebagai zat antioksidan. 
 Reduksi DPPH menjadi DPPH-H disebabkan 
adanya donor hidrogen dari senyawa hidroksil baik yang 
terdapat pada senyawa A maupun pada asam askorbat. 
Suatu senyawa dilaporkan dapat bersifat sebagai 
antioksidan disebabkan kemampuannya menangkap 
radikal-radikal bebas dan oksigen aktif. Namun aktivitas 
antioksidan yang kuat sangat dipengaruhi oleh banyaknya 
gugus hidroksil dan ikatan rangkap terkonjugasi yang 
terdapat pada senyawa. Seperti halnya pada asam askorbat 
yang memiliki aktivitas antioksidan yang kuat disebabkan 
kemampuannya menangkap radikal bebas oleh adanya 
beberapa gugus hidroksil yang dimilikinya dengan 
membentuk radikal baru. Radikal yang terbentuk tersebut 
mampu distabilkan lebih lanjut dengan adanya 
delokalisasi kedalam cincin dengan membentuk radikal 
yang lebih stabil. Berdasarkan hal tersebut maka dapat 
dikatakan bahwa senyawa A memiliki aktivitas 
antioksidan yang bersifat kurang aktif disebabkan karena 
senyawa A memiliki gugus hidroksil dalam jumlah yang 
sangat sedikit. 
 
KESIMPULAN 
 
Penelitian ini telah berhasil mengekstraksi dan 
mengisolasi empat isolat fraksi diklorometana dari spons 
P. alfiani. Senyawa A sebanyak 128,1 mg berbentuk 
kristal jarum berwarna putih yang memiliki titik leleh 
136-138 °C diketahui sebagai senyawa β-sitosterol. 
Berdasarkan uji fitokimia terhadap senyawa B, C dan D 
menunjukkan senyawa tersebut merupakan golongan 
terpenoid. Pengujian aktioksidan dengan metode DPPH, 
senyawa β-sitosterol bersifat tidak aktif sebagai 
antioksidan dengan nilai IC50 sebesar 372,23 μg/mL. 
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